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論 文 内 容 要 旨
黄色ブ ドウ球菌の二成分血球崩壊毒素の遺伝子及び作用機序に関する研究
序論
人 間は長 い間細菌 による感染症 と戦 って来た。抗生物質の発見 はそ の戦 い
に終止符 を打 った かに見 えた。しか し,細 菌の生命力は人間の想像力 をはるか
に越え るものであ った。細菌 は様 々な変異を駆使 して耐性 を獲得 した。中で も
メチ シ リンの耐性 を獲得 した,い わゆるMRSAが 引き起 こす院内感 染は非常 に
大きな社会 問題 とな り,近 年ではバ ンコマイシン耐性菌 さえ 出現 した。これは
抗 生物 質の乱用 によ り,人 為 的 に耐性菌を作 り出 した結果 と言 って も過言で
はな い。細菌感染症の症状 には細菌の産生する外毒素の作用 に起因す るもの
が多 いが,外 毒素 の多 くは細 菌の生育には直接必要で はな い。従 って,細 菌の
生育を完全 に抑えな くて も毒素 の発現,ま たはその作 用を抑 える ことによ り,
抗生物質 に頼 らず に耐性の現れ る可能性の少な い感染症治療が可能 にな る。
そのため には細菌の毒素の発現,及 びその作 用機構 を解 明する ことが非常 に
重要な課題 とな る。
Sね ρわy'ococcusaureu3は ヒ トにおける常在菌であ る。 しか し一方で宿主
の抵抗力が低下 した ような場合,時 と して 日和見感染を程 こす病原菌 とな る。
またenterotoxinに よる食 中毒 は,毒 素型疾患の代表例 とな って いる。
$aureusは その感染の過程でenterotoxin,TSStoxin-1,表 皮剥奪毒素,血 球
崩壊毒素等,様 々な毒素 を産生す る。 血球崩壊毒 素には,赤 血球の崩壊 を引き
起 こす α,β,γ,δ 各hem◎lysinと,白 血球を崩壊 するIeukocidinが 知 られ て
いる。この うちleukocidinは1932年PantonとValentineに よ り,
γ一hemolysinは1938年Smithに よ り発見 され た。両毒素 とも活性 の発現 にそ
れぞれFとS,Hγ1とHγIlの2つ の独立 した成分 を必 要とするsynergistic
toxinで ある。1993年,Rahmanら は γ一hemdysinとleukocidinの 各成分の遺
伝子を クローン化 し,Hγ1とLukFが 両毒素の共通成 分である こと,類 似 の
構造 をもつHγll及 びLukS成 分がそれぞれの血球 の認 識 に関与 して いるこ
と,各 成 分の遺伝子がクラスターを形成 している ことを明 らか にした。同様 の
結果 はフランスのSUpersacら,ア イル ラ ン ドのCoonyら によ り相次 いで報
告 された。 ところが これ らのIeukocidinは,白 血球 に対 する特異性 が極 めて高
いPanton-Valentineleukocidin(PVL)と は異な り,ウ サギ赤血球 に対 して も
崩壊活性 を示 した。 またN一 末端 アミノ酸配列 もpvLの それ とは異な って い
た。
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1995年,我 々はS.aαreusP83株 がHγIl,LukS及 びLukF以 外 に2つ の
LukF活 性を示す成分 を産生す ることを見 いだ し,う ち一方はChooritら によ
り しukS成 分 と類似 の一 次構造 を有 する新規成分,LukMで あることが明 らか
にされた。一方 同年,Piemontら によ りS.a酩eusATCC49775(V8)株 か ら
PVL遺 伝子が ク ロー ン化 され、'αkS一'αkF型のオペ ロンを形成 して いる ことが
報告 された。本株 は前述の γ一hemdysinとleukocidin遺 伝子(Firstlocus)も
有 してお り,PVL(SecondIocu6)と2っ の遺伝子座 を合わせ持 って いる。さ ら
に,IFirstbcus・ はほぼ全てのS,aureusが 有 して いるが,"SecondIocus"を 持つ
ものは2%程 度 に過 ぎな いという報告 もな され た。
私は,な ぜ非常 に類似性 の高い3種 類の二成分毒素 が2つ の遺伝子座 に別れ て
存在するのか,及 び どう して"Secondlocus"の 保有率が低 いのか とい う点 に注
目し,2つ のIocusを 持 つ株 の遺伝子構造 を追究 した。 そ して本博士論文で私
は,1)S.a扉eαsP83株 がPVLのLukF-PVに 相 当する成分を産 生 し,そ の遺
伝子が'uk醒 とオ ペ ロンを構成 しているこ とを明 らか にした。さらに,2)V8
株 のPVL遺 伝子が プ ロフ ァージ上 に コー ドされ て いる ことを明 らか に し,PVL
遺伝子 の起源 に新たな知見 を与 えた。また,私 は2つ の成分 が どのよ うに連携
しなが ら血球 を崩壊 に至 らしめるのかを追 究 した。 そ して本博‡論文で は
γ一hemoiysinの 二成分の作用順序を明 らか に し,赤 血球膜 上 に両成 分を含む
膜 孔が 形成 され る こと,そ の過程 には赤血球膜上 のproteinaseK感 受性 の因
子が関与 している ことを示唆 した。
第1章S.aureusP83株 にお けるPVLのLukF-PV成 分 の存 在,及 びそ の遺
伝 子 構 造 の 解 明
S.aαreusP83株 はHγII,LukS,LukF以 外 に2つ のLukF活 性 を有 す る成
分 を産 生 す る。一 つ はLukSと 類 似 の 一 次 構 造 を 有 しな が らLukFと して の活
性 を有 す る新 規 成 分,LukMで あ る。も う一 つ は 抗LukF抗 体 と反 応 す るが
(Fig.1)LukSと の組 み 合 わ せ で は ウ サ ギ赤 血 球 を 崩 壊 しな いComponentII
で ある(TableI)。Con㌔ponentIlのN一 末端 ア ミ ノ酸 配 列 は,V8株 のPVLの
LukF-PV成 分 の そ れ と一 致 した。これ らの事 実 か ら,私 はComponentIIは
P83株 にお け るPVLのF成 分 で あ り,LukSと 相 同 性 の 高 いLukM遺 伝 子 と
'αkS一'ロkF型 のオ ペ ロ ンを構 成 して い る と予 想 した。
そ こで,私 は'αk層 を含 む 約4kbpの ト伽dlll{coRl断 片 の 塩 基 配 列 を決 定 し
た(Fig.2)。 そ の結 果,'ukMの 終 止 コ ドンTAAの 下 流 に1塩 基 の チ ミ ンを は さ
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ん で969bpか らな る,322ア ミ ノ酸 を コー ドす るORFを 見 い だ した。本ORFは
独 自の プ ロモ ー タ ー を持 た ず,下 流 に タ ー ミネ ー シ ョンル ー プ配 列 が 存 在 す る
こ とか ら,'ukMと 一 つ の 転 写 単 位 を形 成 して い る こ とが 示 唆 され た。26残 基
の推 定 シ グ ナル 配 列 を 除 い た成 熟 タ ンパ ク質 のN一 末 端 ア ミ ノ酸 配 列22残 基 は,
精 製 したComponentllか ら決 定 した もの と一 致 した 。さ らに大 腸 菌 で 発現 さ
せ た 本 遺 伝 子 産物 は 抗LukF抗 体 と反 応 し,LukF活 性 を 示 した。本ORFの コ
ー ドす る ペ プ チ ドの推 定 ア ミ ノ酸 配 列 はV8株 のLukF-PV成 分 と78 .4%の,
他 のLukF成 分 とは70%の 相 同性 を有 した。 以 上 の結 果 か ら,ComponentII
はP83株 にお け るLukF-PV(P83)で あ り,如kMと'櫨S一'αkF'型 の オ ペ ロ ンを
構 成 して い る こ とが 明 らか にな った。 前 述 の 通 り,Piemontら はS.aureusV8
株 がHγll,LukS,しukFの 遺 伝 子 か らな る"FirstIocus"とLukS-PV,LukF-PV
遺 伝 子 か らな る"SecondIocusl。 を有 す る こと を示 して い るが,P83株 に お いて
もV8株 と同様,"Firstlocus"と ∬uk醒一'ukF-P㌔ 《P83)か らな る"SecondIocus"
が 存 在 す る ことが 明 らか に な った(Flg.3)。
以 上 の成 果 は原 著 論 文(1)に 発 表 した。
第2章PVL遺 伝子 の溶原 化 フ ァー ジ,φPVLゲ ノム上 にお ける存在
P83株 の上記"SecondI◎cus四 の上流,及 び下流 の領域 の塩基 配列を解析 し
た結果,φ13フ ァー ジのStaphylokinase遺 伝子 の上流 域,及 び φ11フ ァージの
peptidoglycanhydrolaseの 下流域 とそれぞれ相 同性 を有する領域 を見 いだ し
た。さらにV8株 の染色体 か らク ロー ン化 したPVL遺 伝子の下流 には,L54aフ
ァー ジのaぜR領 域 の一部 と70%以 上の相 同性 を有 する領域が存在 した。これ
らの領域 の存在 はPVL遺 伝子が溶原化 した ファー ジ上 に:コー ドされているこ
とを強 く示唆 した。 そ こで私 はPVL遺 伝子が プ ロフ ァージ上 に存在する と予
想 し,マ イ トマイシンCに よる ファー ジの誘発 を試みた。その結果、V8株 か ら
回収 した ファー ジ粒子 のゲ ノム上 にPVL遺 伝子 が存在 する ことを確認 した。
さらに塩基配列を決 定 した結 果、本 フ ァー ジゲ ノム上 にPVL遺 伝子 が:コー ド
されて いる ことが明 らか にな った。また,透 過型電子顕微鏡下で外径55-60
nmの 六角形粒子が観察 された。私は このフ ァージを φPVLと 命名 した
(Fig.4),
S.aαreusに おいて,細 胞傷害性毒素 の遺伝子 が溶原化 したフ ァージゲ ノム
上 に存在す るとい うことは世界で初め ての発見で ある。
φPVLの ゲ ノムは約41kbの 二本鎖DNAで,cos配 列を有 していた。PVL遺 伝
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子 をプ ローブと したサザ ンハ イ ブ リダイゼー シ ョンによ りシグナル の得 られ
た断片の塩基配列を決定 し,PVL遺 伝子及び周辺の解析 を行 った。その結果,
PVL遺 伝子の下流258bp以 降の配列 はV8株 の染色体か らク ロー ン化 した
PVL遺 伝子 の同領域 の配列 と全 く異な って いた。この前後、約300bpに わた
る領域はL54aフ ァー ジのa廿P領 域 と70%以 上の相同性 を有 し.integrase
の結 合部位 と推 定 される5つ のダイ レク トリピー トが存在 した。一方a亡乱 領
域を クローン化 し,塩 基 配列を決 定 した結 果,29bpか らな るcore配 列が決定
された。以上の事実 はこの領域 が φPVLのa廿P領 域で ある ことを示 唆 してい
る(Fig.5)。 また,PVL遺 伝子の上流 にはフ ァージによる溶菌 に関与するhdin
及びpeptidoglycanhydrolase遺 伝子がPVLと 同 じ向きに,下 流 にはaせP領
域 を挟んでintegraseの 遺伝 子が逆向き に存在 した(Fig.6)。 以上 の結果 か ら,
PVL遺 伝子が φPVLゲ ノム上のa廿Pサ イ ト近傍 にコー ドされ て いる ことが
判明 した。
この成果は原 著論文(2)に 発 表 した。
第3章 φPVLの 全塩基配列の決定
本章で私は φPVLの 全 ゲ ノムの塩基配列を決定 し,遺 伝子 を解析 した。
φPVLは41,401bpの 二本鎖DNAの ゲ ノムを有 していた。その末端 は9bp
か らな る3'突 出型 のcos配 列であ り,a虻Pは 両cosか らほぼ均等 の位置 に配
置 して いた(Fig.6)。63個 のORFが 存在 し,外 殻等 の構成 タ ンパ ク質群,溶 菌,
PVL,組 換,調 節,及 び複製 に関与 する と推定 され る遺伝子が クラスターを形成
して いた(Fig.7)。 さ らに溶 原化 した φPVLのattachmentサ イ トを解析 した結
果、 φPVLが725残 基 か らなるタ ンパ ク質を コー ドするORFのC一 末端領域 に
溶原化 している ことを見 い出 した。
この成果 は原著論文(5)に 発表 した。
第4章 γ一hemolysinに よ る ヒ ト赤血球 の崩壊 一作用順序 と複合 体形成
γ一hemolysin,leukocidinに よる血球 の崩壊 は独 立 した二成分 の共 同作 用 に
よ って起 こる ことか ら,そ の作 用機作 は一成分性 の毒素 に比 べ解 析が遅れて お
り,特 にγ一hemolysinに 関する報告 は全 くなか った。
そ こで,私 は γ一hemolysinに よる赤血球崩壊の作用機作 を解 析 した。
まず,ヒ ト赤血球 に対す る γrhemolysin各 成分の最少作 用量 を求めた。108
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個の ヒ ト赤血球 に対 しLukF,HγlIの 比を1対1と し,そ れぞれ5pmolず つ作
用 させる と37℃ で10分 以 内に完全 に溶血 した。これは1細 胞 当た り 約3×104
分子 に相 当する。次いで この量 を基準 と し両成分 を順次段階的 に作用 させ,さ
らに各段階の膜上の各成分の存在をWest6rnirnmun◎blotで 解析 した。その結
果,LukFが 結合 した赤血球 にHγIlを 作用 させた場合 にのみ溶血が起き
(†ablell),1.溶血 した赤血球膜上 には両成 分を含む150-250kDaの 複合体の形
成が観察 された(Fig.8,9)。 さらに赤血球をProteinaseKで 処理する と,・
LukF成 分 は結 合するがそれ に続 くHγll成 分 の結合がお こ らず,血 球 は崩壊
は起 きなか った(Tablelll,Fig.10)。
以 上の結 果か らLukFが 始め に赤血球 に結合 し,そ の後HγIl成 分が結合 し
て溶 血が起 こる こと,赤 血球膜上で両成 分は高分子複合体 を形成す ること,そ
の過 程 に赤血球膜上 のProteinaseK感 受性の因子が関与 している ことが判 明
した。高分子複合体の存在は,γ 一hemolyshが 赤血球膜 上に膜孔 を形成する可
能性 を強 く示唆 して いる。また γ一hemolysinの 作用順序 はLeukocidinの 各成
分の作用順序 とは逆 であ り,こ の違 いは両血球の表層構造 の差異のみな らず,
崩壊機構 の違 いを反 映 している ことが推察 され る。
以 上の結 果は原著論 文(3)お よび(4)に 発表 した。
結論
本博士論文では次のことを明らかにした。
1)S.aureusP83株 に お い て γ一hemolysin,leukocidinか らな る"First
bcus"とPanton-Valentine型leuk◎cidinか ら な る"Secondlocus"の2つ
の 遺 伝 子 座 が 存 在 す る 事 を 明 らか に した 。
2)S,aureusV8株 のPanton-Valentine型leukocidinの 遺 伝 子 は マ イ トマ イ
シ ンCで 誘 導 され る フ ァー ジのゲ ノ ム 上 に存 在 す る こと を 明 らか に した。
この フ ァー ジを φPVLと 命 名 した 。
3)φPVLの ゲ ノムの全塩基配列を決定 し、attachmentサ イ トを解析 するこ
とによ り、S。aureusゲ ノム上 における溶原型 として の φPVLの 存 在を分
子生物 学的 に証 明 した。
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4)γ 一hemolysinに よる ヒ ト赤血球の崩壊過程ではLukFの 膜 上への結 合が重要
で あ り、その後Hγllが 結合 して崩壊 にいた るこ とを明 らか に した。
5)赤 血球の崩壊 には両成分 を含 む高分子複合体形成 が必須で ある こと、
高分子複合体形成 の過程 には赤血球膜上 のProteinaseK感 受性の 因子が
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'口κル『'己 」kF」ρv 西り2 '口κs轟 αkF一


















































































































































































































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
抗生物質耐性の黄色 ブ トウ球菌(S'¢ ρんッZOCOCC%Sα μrε%S)に よる感染症 の治療 は社 会の重大 な関心
事 である。抗生物 質に頼 らず,耐 性 を獲得 しに くい治療 を行 うため には,S.α 脚ε粥 がその感染 の過程
で産生す る外毒 素の遺伝子構造 を解析 し,そ の作用機序 を解明す る研 究が重要 である。&α 脚肥8の 外
毒素 の うちleukocidinと γ一hemolysinは 極 めてユ ニー クな二成分1生細胞崩壊毒 素であ る。両毒素 は
ムukF成 分 を共通成分 と し,LukS成 分 と共同で 白血球 を,HγH成 分 との組み合 わせで赤血球 を崩壊す
る。LukSとHγH成 分 は互い に相同性の高い1次 構造を有 し血球の認識 に関与 してい る。また,両 毒素
の各成分の遣伝子は一つのクラス ターを形成 してお り,伽 ゐSとZ説Fは オペ ロ ンを形成 している。
本研究者 らはSα 脚επ8ATCC31890(P83)株 が,上 記3成 分以外 に2つ の新 規成分 を産生す るこ
とを見いだ し,う ち一方 は 正ukSと 類似の新規成分,Luk:Mで ある ことを明 らか に した。 そ して本博士
論文 でP83株 が産生す るもう一つの成分がPanton-Valentine型leukocidin(PVL)のLukF-PVに 相
当す る成分であ り,そ の遺伝子がZπ燃fと オペ ロンを構成 していることを明 らか にした。 この発 見 と相
前後 してS.側r肥sATCC49775(V8)株 においてPVLの 遺伝子がP83株 と同様Z説8-Z嘘F型 のオペ
ロンを構成 していることがPiemontら に より報告 された。本研究者は約300株 のS.α 岬飢8に つ いて両
クラスターの存在 を検討 し,全 て株が 筆hemolysin君eukocidin(Firstlocus)を 保有 してい るのに対 し,
P83株 やV8株 同様,FirstlocusとPVLI(Secondlocus)の2つ の遺伝子座 を保有す る株は数%に す ぎ
ない ことを確認 した。そ して,な ぜ非常 に類似性 の高 い3種 類の二成分性毒素が2つ の遺伝子座 に別 れ ヒ
て存在す るのか,及 び どうして"Secondlocus"の 保有 率が低 いのか とい う点 に注 目 し,2つ のlocus
を持つ株 の遺伝子構造 を追究 したgそ の結果,V8株 のPVLI遺 伝子がマイ トマイシンCに よ り誘導 され
る新規の フ ァージ,φPVLの ゲ ノム上 に存在す るこ とを見いだ した。ε 側r肥8に おいて,細 胞崩壊毒
素の遺伝 子 を有す るファージを取得 し,フ ァージゲノムに毒素遺伝子が コー ドされているこ とを証明 し
たのは本研 究が初 めてである。 さらに本研 究者 は,φPVL、 全 ゲノムの塩基配列 を決定 した。そ して,
φPVLが41,401bpの 二本鎖DNAの ゲノムを有 し,63個 のORFが 存在するこ と,構 成 タンパ ク質群,
溶菌,PV:L,組 換,調 節,及 び複製 に関与する と推定 される遺伝子がクラス ターを形成 しているこ とを
明 らか にした。 またバ クテリアゲノム上の φPVLIのattac㎞entサ イ トを解析 し,溶 原化 フ ァー ジとし
ての存在 を分子生物学的 に解 明 した。φPVLIはS.α 岬ε認 のフ ァージで全塩基配列 が決定 され,解 析 さ
れた最初の例 とな った。
一方
,本 研究者 は,γ 一hemolysinの 二 成分が どの ように連携 しなが ら血球 を崩壊 に至 らしめ るのかを
究明 した。そ して本博士論文で γ一hemolysinは まずL、ukF成 分が赤血球膜 に結合 し,次 いでHγH成 分
が結合する ことによ り溶血 を引 き起 こす こ と,溶 血 した赤血球膜上 には両成分 を含 む高分子複合体が形
成 されるこ とを見いだ した。 さらに高分子複合体が形成 される過程 に,赤 血球膜上のproteinaseK感 受
性の 因子が関与す ることを示 した。 この発見 は,箸hemolysinの 作用機序 の一端 を明 らかに した ばか り
ではな く,γ一hemolysin乃eukocidinが 標的細胞 膜上に膜孔 を形成す るという発見,及 びその構i造の解 明
を進 める基礎 とな った。.
以上の様 に本研究 は&α 脚2粥 の2成 分性毒素の遺伝子 の起源 に新 たな知見 を与 え,一 方で二成分性
毒素の作用機序の解 明の基礎 を築いた ものであ り,審 査員一同は本研 究者に博士(農 学)の 学位 を授与
す るの に値す るもの と認定 した。
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